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論文内容の要　旨
【目　的】
近年CD34＋幹細胞や、末梢血単球から比較的簡単にDCが誘導できるようになり、その抗原提示
能を応用し、腫瘍関連抗原を用いinvitroでのCTLの誘導が行われ、一部臨床での治療が始まって
いる。またT細胞の活性化機構については、MHCmoleculesとTCRの接着を介してまた、CD80や
CD86分子を介したcostimulatoymoleculeの存在も明らかにされてきている。一方NK細胞も、T
細胞のように腫瘍に対する免疫監視機構としての役割を担っているがNK細胞を活性化させる方法
としてIL－2、IL－12といったサイトカイン以外の方法は十分解明されていない。
そこで、今回我々は末梢血由来DCと自己の全リンパ球分画との共培養系においてT細胞特異抗
原が存在しない条件ではCD8十T細胞の増殖は認められないのに反し、NK細胞のみの増殖および活
性化が認められたことから、さらにその活性化機構についてDC由来のIL－12や活性化サイトカイン
IL－2、IFN－γ、また細胞間接着の面から検討を行った。
【方　法】
同意を得た健常人ドナーより末梢血単核球（PBMC）を採取し、単球を分離し、GM－CSF（100ng
／ml）、IIJ－4（200ng／ml）を添加した培養液で培養、更に7日目にTNF－α（10ng／ml）を新
たに3日間培養してDCを得た。同一のドナーよりリンパ球を採取し、リンパ球と被放射線照射DC
を細胞比10：1にして、IL－12中和抗体の存在下あるいは披存在下で培養した。また非接着での培養
はTranswell0．45〟mを用いた。培養4日後の上清中のIL－2、IL－12（p70）、IFN－γの濃度はELISA
で測定した。NK細胞の増殖反応として3H－thymidine取り込み能を測定し、NK活性については
K562に対する51Cr遊離試験を行った。また増殖したNK細胞の分画をFACSで検討し、
costimulatoy moleculeの抑制に、CTLA4－Igと、抗CD40L抗体を使用した。
【結　果】
リンパ球とDCの共培養で4日目には約1．8倍に増加し、そのほとんどがCD16、CD56陽性の細胞
であった（図1、2）。上清中のIL－12はDC単独でも産生されるが、共培養で単独の2倍になり、
細胞接着を阻害すると有意に抑制された。IL－2は産生していなかった。また、IFN－γの産生は、
DCと培養することにより、5倍に増加し、細胞接着阻害で部分的に、またIL12抗体で完全に抑制
された（図3）。細胞増殖能は、IL－12抗体では部分的な抑制であったが、接着を阻害すると完全に
抑制された。CD40－CD40L、CD28－B7をblockすると、相加的に抑制された（図4）。各培養系での
NK細胞の分画は、差がなくCD16＋CD56dJmが増加していた（図5）。NK活性は、抗IL12抗体で一
部抑制されるが、細胞接着阻害で更に抑制される。細胞接着を阻害し抗IL－12抗体を加えても有意
には抑制効果は上昇しない。
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【考　察】
リンパ球とDCを共培養すると、リンパ球は増殖するが、そのほとんどがNK細胞であったが、T
細胞特異的抗原が存在しないためと考えられた。DC、NKの直接接触により、DCがIL－12を、NK
がIFN－γを飛躍的に産生するが、IFNTγの産生には最もIL－12が関与していると考えられた。また、
細胞増殖とNK活性に関しては、主に細胞の直接触によると考えられた。CD40、CD28といった分
子が、NK細胞にも発現しており、その分子を刺激することでNK活性が上昇する事が解明された
が、DCという抗原提示細胞の抗原提示の副経路により、抗原に制約されず細胞障害活性を持っNK
細胞が活性化される事は、非常に興味深いと思われた。
【結　論】
DCを応用したCTIJ療法は現在様々な施設で臨床的に応用されつつあるが、その一般化にはCD8
の分離、腫瘍関連ペプチの決定とペプチドの大量な合成、時間と労力の必要等の様々な障害が依然
存在している。また胆癌患者で、NK活性が低下した例で腫瘍の増殖が著しいことや、NK活性の
高い症例では転移が少ないといった報告があり、NK細胞は腫瘍増殖の抑制に関与していると考え
られている。今回の検討からDCのNK活性上昇作用を応用した新しい腫瘍免疫療法の可能性があ
ると思われた。
論文審査の結果の要旨
ヒト単球由来の樹状細胞（DC）によるnatural　ki11er（NK）細胞の抗腫瘍活性の誘導機構につい
て検討した。DCは、細胞間接着を介して直接NK細胞に作用し、NK細胞の増殖能、抗腫瘍活性を
誘導した。この作用の一部は、DCから産生されるインターロイキン（IL）－12を介したものであった。
またDC－NK細胞間のCD40Ligand－CD40分子及びB7－CD28分子を介した接着が、NK細胞の活性化
の誘導において重要であることが示された。本研究は、抗腫瘍NK活性の誘導において、DC－NK細
胞間の接着の重要性を明らかにし、腫瘍免疫療法への臨床応用の可能性を示したもので、博士（医
学）の学位論文としての価値のあるものと認められる。
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